
174 

ORIGINALS 

Acció facilitadora deis fármacs 
adrenérgics sobre la neurotransmissió 
en el múscul esquelétic de rata 
J. Baños**, A. Badia* i F. Jané* 

*Departament de Farmacologia i Terapéutica. Facultat de Medicina. Universitat Autónoma de Barcelona. 
**Servei de Farmacologia Clínica. Hospital Clínic i Provincial. Barcelona. 

FACILITATING ACTION OF ADRENERGIC DRUGS ON ACCIÓN FACILITADORA DE LOS FÁRMACOS NEUROTRANSMISSION IN THE SKELETAL MUSCLE OF RATS ADRENÉRGICOS SOBRE LA NEUROTRANSMISIÓN 
EN EL MÚSCULO ESQUELÉTICO DE RATA The effect of alphaadrenergic drugs on the skeletal 

muscle junction manifests itself as an increased El efecto de los fármacos alfaadrenérgicos en la unión functional response in various experimental situations. neuromuscular esquelética se manifiesta en forma de The subtype of receptor implicated has not been fully un aumento de la respuesta funcional en varias 
ascertained. In order to clarify this point, we used situaciones experimentales. El subtipo de receptor the in vitro pharmacological sample of a implicado no ha estado totalmente aclarado. Con el 
phreno-diaphragmatic preparation in which the fin de averiguar este punto hemos utilizado el modelo facilitating effect on contractility produced by farmacológico in vitro de preparación nervio 
alpha-adrenergic drugs was studied, as well as its frénico-diafragma, en la que se estudió el efecto inhibition by both specific and nonspecific antagonists. facilitador de la contractilidad producido por fármacos The present study shows evidence demonstrating the alfaadrenérgicos, así como su inhibición por 
implication of an alpha-1 type receptor possibly antagonistas específicos e inespecíficos. El presente different from those described in other structures. estudio ha mostrado evidencias que demuestran la We also suggest that the mechanisms involved in this implicación de un receptor de tipo alfa-1, 
facilitation by adrenergic drugs, in basal conditions posiblemente diferente de los descritos en otras and in the presence of tubocurarine, can be different. estructuras. Así mismo sugerimos que los 

mecanismos implicados en la facilitación en 
condiciones basales y en presencia de tubocurarina, 
por fármacos adrenérgicos, pueden ser distintos. 

Paraules clau: Receptors adrenérgics. Fatiga muscular: Facilitació de la neurotransmissió. Fármacs curaritzants. Ann Med (Barc) 1988; 74:174-178. 

Introducció beta-2-adrenérgic i l'altre a nivell presináptic de tipus La descripció inicial de l'acció de les catecolamines en alfa. Si bé el paper d'aquests receptors depén del mús-el múscul esquelétic prové del treballs d'Oliver i Scha- cul i de les condicions d'experimentació emprades, en fer realitzats el 1895 en mamífers. Posteriorment al- general, el receptor beta-adrenérgic facilita la resposta tres autors, com Panella2, demostraren l'efecte dels en ser estimulat per un agonista en músculs de contrac-extractes adrenals en aus i amfibis. Si bé els primers ció rápida, mentre que en els de contracció lenta dismi-treballs sobre la caracterització de l'acció de l'adrenali- nueix la resposta contráctil'. na en la unió neuromuscular no estableixen la seva L'acció de l'adrenalina i d'altres catecolamines a nivell acció pre o postsináptica, els estudis realitzats en els postsináptic ha estat motiu d'un ampli estudi, tant fun-últims anys han aclarit acuradament aquest fet3. Així, cional com bioquímics. En canvi, el receptor adrenérgic hom ha assenyalat principalment l'existencia de dos neuronal ha estat motiu de menys interés. Des del tipus de receptors: un a nivell postsináptic de tipus treball inicial de Krnjevic i Miledi6 realitzat in vitro, 
fins l'estudi funcional en animal sencer7 i l'exhaustiva 
aproximació electrofisiológica8, s'han anat obtenint més 

Aquest treball ha estat realitzat amb l'ajuda d'una beca per "Forma- coneixements sobre les propietats farmacológiques d'a-
ción del Personal Investigador (JBD) del Ministerio de Educación y quest receptor i les seves accions en els processos que Ciencia", porten a l'alliberació del transmissor en la unió neuro-
Correspondéncia: Josep Baños i Díez. Departament de Farmacologia muscular esquelética. Així hom ha estudiat la seva
i Terapéutica. Facultat de Medicina. Campus de Bellaterra. activació en situacions basals pels agonistes adrenér-Universitat Autónoma de Barcelona. 08193 Cerdanyola (Barcelona). gics, i la seva dependéncia de les condicions experimen-
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ta1s8•9. L'acció de les catecolamines sobre l'alliberació *** 
d'acetilcolina és més manifesta quan el múscul es troba .- * . . ** 

•fatigat (per elevada freqüéncia d'estimulació o per cu- . ., . rarització parcial, per exemple). . , . -. , 
Els estudis que han volgut investigar el fenomen de la
facilitació del neurotransmissor són contradictoris1°-12, . . . ,, • potser com a conseqüéncia d'estudiar fenómens dife- ,. ::, .:-i: ,:: ,:1 .,,,,., •:-..,. ' .::, ,:••••5  -5 rents, com alguns autors han suggerit9. En els darrers . : ot,I, - - ..

--i-;-.¡M•14anys, l'aparició deis treballs assenyalant l'existencia de
diversos receptors adrenérgics alfa" ha despertat un - • -: ' -•-. ,._ .,,,;.- 1.,..41-311,_...

,: '?.r.-i'' 4t,rtr ,.11-,.:1c.Z:tgl.:~ w' ;10trx.. -
renovat interés sobre la pertinenca del receptor presi- ut.?›:?.....:.-- • --•1:-.:›1 1,,t, ; •, :, - ,-,:::.4-.: --1;li. ••••.•,, -:--..1 , .>,..k ,, .:...0 21- •,.., . -,..r, ,-.1 . •-•,•••:-.4:5,-  ,. ::1 ..,-:::•..,,,, •-.,,  •••'--. ,':••-,-.7 •• -,,,,,•>„4

-':.1",;Fl.5,7.,, ':'.-.. '''' ' ' ' ' ' '''' ̀: ,-'4%=:'-',','',.,:.',:::, ."'  .5:  -7:- •:.-"'náptic de la unió neuromuscular a un deis dos subtipus. 
Continuant amb la confusió anterior, no hi ha un acord 
unánime, i recentment hom ha descrit la preséncia d'un 
receptor alfa-2 a nivell postsináptic". 
El present estudi pretén adequar una metodologia per a 
l'estudi d'aquests receptors i establir el subtipus al qual **** 4 **Mí* io 
pertanyen. 4 #44 (-11,iii•11,, ,-,--,-5„ , • ,,,,,;--,.., 
Material i métodes ~.-i-. - ; . .,,,..„)..k NI 

,,,,----.,Hom ha utilitzat la preparació nervi frénic-diafragma de rata, :;'.'-•5151 40,111 dissecada segons Büllbringis. Les rates eren de la soca Spra- • 1•:' -jf,, , -- : - i'llY'hr•r•••1•k.i..,'N 11; 111 gue-Dawley, mascles i de pes entre 250 i 300 g. Foren If¿-.1.i4i.,,,. „91.
sacrificades per decapitació, previa anestesia amb éter. Aixó  1.';- r;. , • 

44.11WI'lf - (c1 • . ' 
.11.1 

permeté obtenir un tórax sense sang que facilita la dissecció. -415- ':-.-'1-4,5:•z;:w. ,- !. .. , . 
L'hemidiafragma esquerre amb el seu nervi es transferí a una ' , evir..,.• . -,, ,.•.,1. • .., 
placa de Petri amb líquid nutrici on barbotejava una mescla '•-
d'oxigen (95 %) i CO2 (5 %). Es dissecá i fixá a un eléctrode • 
Harvard. Després, es col•loca en un bany de 75 ml contenint 
una solució nutricia de Krebs-Hukovic formada per: (mM) Fig. 1. Reversió de l'efecte curaritzant de la tubocurarina per la 
NaCl 112,8; KC14,7; Cl2Ca 2,54; PO4H2K 1,19; MgSO4 2,44; noradrenalina. *=1, **=3, ***=10, ****=30, *****= 100 micromols. 
NaHCO3 25 i glucosa 11,5. La temperatura del bany es 
mantingué a 25 ± 1 *C a fi d'assegurar la viabilitat i la 
duració de la preparacióis. 
L'estimulació del nervi frénic es realitzá amb impulsos de 
voltatge supramaximal, normalment 30 V, a una freqüencia Estudi de l'acció antagonista

En primer lloc s'obtingué una resposta control segons la de 0,2 Hz i una duració de 0,5 mis. Es permeté un període 
seqüéncia descrita en rapartat anterior amb adrenalina (50 µM). d'estabilització de 30 min. La resposta contráctil obtinguda 

passá a un transductor isométric que permeté enregistrar-la Després de rentar la preparació i obtenir la contracció
en un inscriptor Panscriber. basal, s'administrava l'antagonista i després la tubocurarina, a 

fi de permetre el contacte de l'antagonista amb la preparació 
Estudi de l'acció agonista per un temps de 15 minuts. Quan s'arribava al 80 % d'inhibi-
La inhibició de la resposta contráctil es realitzá amb radmi- ció de la resposta, s'administrava l'adrenalina. El procés es 
nistració de d-tubocurarina a concentracions suficients per repetia a continuació emprant concentracions progressives 
blocar la contracció máxima en un 70-90 %. Normalment d'antagonista (3-100 nM). Posteriorment s'establí la recta de 

regressió entre les concentracions d'antagonista i els valors de R la dosi emprada fou de 1 a 5 ü.M. Una vegada aconseguida la 
obtinguts. A continuació es calcula la concentració de rantagonis-reducció de la resposta, s'administra el fármac agonista motiu 
ta capac d'inhibir en un 50 % l'acció de l'adrenalina (C150). de l'estudi a dosis d'l a 100 ü.M, rentant el preparat després 

de cada administració per permetre la recuperació de la Els fármacs emprats foren adrenalina (Sigma), noradrenalina 
resposta basal. A continuació el procés es repetí de nou a fi (Sigma), clonidina (Boehringer), fenilefrina (Sigma), acepexol 
d'obtenir una corba dosi-resposta. L'análisi dels resultats es (Boehringer), metoxamina (Gayoso-Wellcome), iohimbina
realitzá calculant l'índex de recuperació de la resposta (Sigma), prazosina (Pfizer), tolazolina (Ciba) i tubocurarina 
(o índex d'antagonisme) per cada fármac, segons l'expressió: (Sigma).

R = 12 - I I Resultats 
Activitat agonista 
L'adrenalina, la noradrenalina i la fenilefrina varen re-

R = índex de recuperació o d'antagonisme vertir parcialment el blocatge de la contracció muscu-I, = inhibició de la resposta contráctil per la tubocura- lar secundan i a l'administració de d-tubocurarina 
(fig. 1). En canvi, no s'observá cap efecte després de meto-

mac (%). 
I2 = inhibició de la resposta contráctil en preséncia del fár- xamina, clonidina i acepexol (fig. 2). Dels fármacs que 

varen produir efecte, la noradrenalina fou el més potent 
L'afinitat relativa davant el receptor adrenérgic es calcula (pD2 = 4,84), peró l'adrenalina mostrá un efecte similar 
mitjancant la CE50 (concentració necessária per obtenir un (pD2 = 4,69). La fenilefrina presentá una activitat molt 
50 % del valor máxim obtingut de R). Aquest valor s'obtingué inferior (pD2 = 3,94). La taula lila figura 3 resumeixen 
a partir de la recta de regressió. les dades obtingudes amb els fármacs agonistes. 
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Fig. 2. Manca de reversió de l'efecte curaritzant de la tubocurarina 
per la clonidina. En p.M: *=0,1; **=1; ***=10; ****=100. 

—
1 • 1. 

L'afinitat pel receptor adrenérgic fou similar per l'adre- _  - 
nalina i la noradrenalina, fet característic en un recep- 1 I 1 1 1 1 I 
tor de tipus alfa. La fenilefrina presentá una afinitat 1 3 10 30 100 

, molt menor. Els altres agonistes emprats foren inac-, 
tius, com ja s'ha esmentat. Fig. 3. Efecte deis fármacs adrenérgics en el múscul curaritzat. 

Abscisses: concentracions micromolars del fármac. Ordenades: valor 
Activitat antagonista de R (vegeu Material i métodes). # adrenalina, E noradrenalina, 
La taula II resumeix les dades obtingudes amb els y fenilefrina. 
fármacs antagonistes adrenérgics. Així, mentre la tola-
zolina i la prazosina blocaven l'efecte anticurare de 
l'adrenalina, la iohimbina no exhibí cap efecte (fig. 4). vivo com in vitro".". La manca d'efecte que hem 
L'antagonisme fou dosidependent i, en el cas de la observat amb la metoxamina es contradiu amb l'obser-
prazosina, arriba a blocar totalment l'acció de l'adrenalina a vat per altres aut0rs12. Aquest fet pot ser conseqüéncia 
la dosi de 100 nM (fig. 5). del fet que el preparat nervi frénic-diafragma sigui 

menys sensible que el tibial anterior de gat als fármacs 
adrenérgics. En aquest múscul, la metoxamina és molt 

Discussió menys activa (prop de nou vegades) que la fenilefrina. 
Els resultats del present estudi confirmen l'antagonis- Aquesta també és poc potent en la nostra preparació 
me pels fármacs alfa-adrenérgics de la curarització en (pD, = 3,94). Per altra banda, els dos agonistes alfa-2-
el múscul esquelétic, encara que no tots presenten adrenérgics emprats, la clonidina i l'acepexol, no mos-
aquesta acció. Així, hom ha observat que l'adrenalina, traren tampoc cap tipus d'activitat. Aixó coincideix amb 
la noradrenalina i la fenilefrina el posseeixen, tant in els resultats de Snider i Geraldn que tampoc no obser-

varen cap canvi en la contracció ni en l'alliberació 
d'acetilcolina en preséncia de clonidina. Tampoc hom 
no ha observat amb la clonidina un efecte ciar en el 

TAULA I 
Activitat de diferents agonistes alfa-adrenérgics 

sobre la resposta contráctil del múscul parcialment 
curaritzat TAULA II 

Activitat de diferents antagonistes alfa-adrenérgics 
Agonista pD2 + EEM n sobre l'efecte de l'adrenalina en el múscul , 

parcialment curaritzat 
Noradrenalina 4,84 + 0,04 6 
Adrenalina 4,69 + 0,10 6 Antagonista CI + EEM n 
Fenilefrina 3,94 ± 0,08 6 50 — 
Metoxamina a 6 Prazosina 3,96 + 0,76 (10-9M) 6 
Clonidina a 6 Tolazolina 1,03 + 0,05 (10-8M) 6 
Acepexol a 6 Iohimbma a 6 
pD2 - log CE50. Clso = concentració inhibitoria50 (M). 
EF,11,1-:error estándard de la mitjana. EEM = error estandard de la mitjana. 
n = nombre d'experiments. Els resultats s'expressen com la mitjana de sis. n = nombre d'experiments. Els resultats s'expressen com la mitjana de sis. 
a = no s'observaren respostes quantificables. a = no s'observaren respostes quantificables. 
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, . . .. contracció precisa d'una fatiga prévia (curarització, es-, .. , _. . . . 
timulació a freqüéncies elevades, concentracions altes I , ., ! de potassi)4 •9. Aquesta acció sembla dependre d'un me-. \,. . , . . • '1 , ! canisme alfa-l-adrenérgic; a més, l'efecte de la clonidi- . 

1 
, : na podria també ser resultat d'una acció de tipus alfa-1, ja 

, \ . 
'1 3 que només s'observa a concentracions elevades de 

fármac (10 uM)' . En canvi, l'acció facilitadora dels fár-macs adrenérgics a nivell basal seria la conseqüencia de 
l 'activació d'un mecanisme adrenérgic inespecífic que • \ respondria tant a fármacs alfa-1 com alfa -2. De fet, els 
estudis electrofisiológics que estudien aquesta situació . . ¡ son escassos" i la determinació química de l'alliberació 

,--.,- ,. .-..:..,I i;'....,, ':1: ., . ; , - . \.,1 ¡ d'acetilcolina no mostra alteracions en presencia de . ,.i.-v-,,.. . .--• .1,-.:. •:., -:-,-,-1-,,: 1,, i..,.4,1-.:.:. .., , • .. . ., .2. ,..-.,: .- clonidina, encara que aquesta metodologia pot ser poc 
, sensible per valorar diferéncies mínimes". 
Fig. 4. Efecte de la prazosina sobre l'efecte anticurare de l'adrenall- L'efecte deis antagonistes és més confús. Mentre que 
na: *=adrenalina 50 ptM, prazosina: +=3 nM, ++=10 nM, +++=30 s'ha descrit un efecte inhibidor amb antagonistes ines-nM, ++++=100 nM. pecífics com la fenoxibenzamina, fentolamina, tolazolina 

i timoxamina7 '1.12, la utilització de fármacs més especí-
fics com la prazosina o la iohimbina")." ha permés 
aprofundir més en la natura del subtipus del receptor. 

1.00 — Nosaltres hem observat l'efecte blocador de la prazosi-
na i de la tolazolina a l'igual que altres autors"'", peró T 4' no el de la iohimbina (0,1 uM). Un i Muir" observaren / 

— 
i 

/----1 

l'efecte inhibidor d'aquesta sobre la freqüéncia deis 
MEPP i l'amplitud deis EPP, peró a concentracions 
més elevades que la prazosina. En canvi, Snider i Ge-

/Va 
raid" no objectivaren cap efecte sobre la contracció a 
concentracions tan elevades com 10 uM. Sembla, 

60 — doncs, que existeix un efecte diferent en la resposta 
VII contráctil i l'electrofisiológica respecte a la iohimbina. 

I. Encara que aixó pot atribuir-se a diferéncies de sensibi-.7 
litat, també pot reflectir l'existéncia de fenómens dife-, — •, , rents, com suggerien les dades observades amb els 

1 agonistes adrenérgics. 
El mecanisme d'acció pel qual els fármacs adrenérgics 
faciliten l'alliberació no ha estat del tot establert. Hom 20 — ha assenyalat la possibilitat que augmentin la probabili-
tat d'alliberació d'un determinat quantum"", encara . 
que la base bioquímica d'aquest efecte és desconegu-
das. Segons aquesta hipótesi, l'alliberació del neuro-- 

1 i 1 1 i 1 transmissor es modificarla per la unió del calci a un lloc 
3 10 30 100 específic de la terminació motora". Els fármacs alfa-

adrenérgics actuarien augmentant la probabilitat del 
Fig. 5. Efecte deis antagonistes adrenérgics sobre l'efecte anticura_ complex de calci per alliberar acetilcolina. Aquest in-
re de l'adrenalina. Abscisses: concentracions micromolars del fármac. crement s'observa també en aquelles situacions que 
Ordenades: grau d'antagonisme (%). # prazosina, III tolazolina. faciliten l'esmentada probabilitat, com. la despolaritza-

ció de les terminacions nervioses per corrent, els aug-
ments de la concentració externa de calci i la disminu-

múscul tibial anterior de gat in vivon. En canvi, els ció de la de sodi o magnesi". Hom ha assenyalat que 
estudis electrofisiológics' assenyalen l'existéncia d'un aquest efecte de la noradrenalina seria similar al d'un 
efecte facilitador de l'alliberació manifestat en un aug- excés de calci3. El lloc de fixació d'aquest calci podria 
ment de la freqüéncia deis pote.ncials miniatura de ser la calmodulina, peró aquest fet és absolutament es-
placa motora (MEPP), similar a l'obtinguda amb nora- peculatiu3. 
drenalina, mentre que el seu efecte sobre el potencial Recentment, Van der Kloot" ha observat que els efec-
de placa motora (EPP) és inferior al de la fenilefrina. La tes de l'adrenalina i la noradrenalina sobre el contingut 
xilazina, un altre agonista alfa-2-adrenérgic, té un com- quántic són antagonitzats per un inhibidor del transport 
portament similar". Per aquest motiu, les diferéncies de calci en les vesícules sináptiques, cosa que comporta 
deis resultats anteriors podrien explicar-se per la possi- que els fármacs anteriors podrien actuar a nivel] de la 
bilitat que l'efecte anticurare deis fármacs adrenérgics fosforilació de les proteines de les membranes sinápti-
no es relacionés totalment amb l'augment de la fre- que520. També hom ha observat un efecte de la nora-
qüencia deis MEPP, i que aquest fet reflectís dos fenó- drenalina sobre la potenciació tetánica. Aquest efecte 
mens diferents. De fet, mentre que l'efecte sobre els és dependent de calci, ja que desapareix en medis que 
MEPP s'observa en condicions basalss, l'acció sobre la no contenen aquest ió2'. 
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Existeixen evidéncies que assenyalen la possible impli- BIBLIOGRAFIA , 
cació del sistema de l'AMPc-adenilciclasa i possible- 1. Oliver G, Schafer EA. The physiological effects of extracts of the suprare-
mente del GMPc-guanidilciclasa en l'alliberació del nal capsules. J Physiol (Lond) 1895; 18:230-276. 
neurotransmissor3. Degut al conegut efecte de l'adre- 2. Panella A. Action du pricipe actif surrenal sur la fatigue rnusculaire. Arch 

nalina sobre l'adenilciclasa, tainbé hom ha suggerit la Stal BRieowl aa19a0a74c8:1130ee-4ta63. 
ff of adrenergic activators and inhibitors on the skeletal 

implicació d'aquests sistemes en l'acció deis fármacs muscle. A: Szekeres L, ed. Handbook of Experimental Pharmacology. Berlín, 
4SprinRgeewrmVaearlyc19100t;t4m7-w128 alfa-adrenérgics en la transmissió neuromuscular. Hom Áctions of sympathomimetics amines and their 

ha descrit que, en condicions normals, l'AMPc no está antagonists on skeletal muscle. Pharmacol Rey 1969; 21:27-72. 

implicat en el mecanisme fisiológic d'a11iberació22,23, en_ 5. ARdodger IW, Bowman WC. Adrenoceptors in skeletal muscle. A: Kunos G. d
noc73torla3udIsCsatecholanune Action Part B. Nova York, John Wiley & 

cara que sí en altres processos metabólics neuronals eSo. rens Inc 
19 

relacionats amb aquesta. Sembla que les catecolamines 6. Krnjevic K, Miledi R. Some effects produced by adrenaline upen neuro-
muscular pareoplatiRoanpienr rtsE. t1ie41a:m29ia1e-a3004 actuarien a través d'un mecanisme d'aquest tipus en els ifiePcthsYsoif°1sy(m"pnadtholM9Sim8e; n. neuromus-

músculs fatigats23,24. En els músculs curaritzats, peró cular transmission. Br J Pharmacol Chemother 1966; 27:313-331. , 8i.a Kuba K. Effects of catecholamines on the neuromuscular junction in the rat m d nor als, tindria poca importáncia3. Finalment, també phragm. J Physiol (Lond) 1970; 211:551-570. , 
hom ha suggerit la possibilitat que l'acció de la noradre- 9. Miyamoto MD, Breckenridge BM. A cyclic adenosine monophosphate link 
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